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UJI TOKSISITAS (Brine Shrimp Lethality Test) EKSTRAK DAN ISOLAT 
FRAKSI KLOROFORM DARI DAUN KEREHAU (Callicarpa longifolia
Lamk.) 
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ABSTRACT 
Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) is one of the biodiversity used as traditional medicine by 
one of the indigenous tribes of Borneo, called Dayak Tunjung. The purpose of this study was to determine 
about toxicity level of the Kerehau leaves (Callicarpa longifolia Lamk.) to larvae shrimps (Artemia 
Salina Leach) and to determine the content of the active compounds contained in the Kerehau leaves 
(Callicarpa longifolia Lamk.). The research was conducted by extracting samples with methanol and then 
concentrated by rotary evaporator. Total extract fractionated with n-hexane and chloroform, and then 
column chromatography applicated to chloroform fraction. Phytochemicals and BSLT have been test to 
Isolates chromatography results, total extract and chloroform extracts to determine the level of toxicity. 
Based on the results test of phytochemical compounds secondary metabolites of Kerehau leaves 
(Callicarpa longifolia Lamk.) indicated that the methanol extract containing steroid compounds, 
phenolics, and flavonoids. Chloroform fractions containing flavonoids and steroid compounds. Isolates 
Chloroform fraction containing Steroids compounds. 
On Brine Shrimp Lethality Test, death of larvae shrimps (Artemia Salina Leach) were recorded 
and processed using SAS Probit analysis to determine the value of Lethal Concentration (LC50) to the 
value of each is, in chloroform isolates with LC50 values of 96.4096 ppm, chloroform extract had LC50
values of 104.1878 ppm and methanol extract had LC50 values of 485.1681 ppm. 
Keywords : Kerehau, Callicarpa longifolia Lamk., Artemia Salina Leach, toxicity test, and 
Phytochemical test
PENDAHULUAN 
Indonesia merupakan negara yang sangat berpotensi dalam keanekaragaman hayatinya, salah satunya adalah 
hutan. Berdasarkan pada penelitian terhadap keanekaragaman hayati dari hutan tropis Indonesia dapat disimpulkan 
bahwa hampir 17% dari spesies yang terdapat dipermukaan bumi yang ada di Indonesia. Keanekaragaman sumber daya 
alam hayati Indonesia ini merupakan sumber senyawa kimia, baik berupa senyawa metabolit sekunder maupun senyawa 
metabolit primer (Darwis, 2000 dan Sutisna, 2000). 
Hampir setiap daerah di Indonesia mengenal ramuan obat yang berasal dari tumbuh-tumbuhan yang digunakan 
untuk pengobatan tertentu secara tradisional. Penggunaan tumbuh tumbuhan tertentu sebagai obat merupakan warisan 
turun temurun dari nenek moyang kita sejak dahulu hingga sekarang ini untuk penyakit tertentu. Bahan obat yang 
digunakan dapat berasal dari daun, batang, akar, bunga dan biji-bijian. ( Siregar, 2005). Salah satu keanekaragaman 
hayati yang dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh salah satu suku asli Kalimantan yaitu suku Dayak Tunjung 
adalah Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.). Penelitian lebih lanjut oleh  Setyowati (2010)  melaporkan bahwa 
tumbuhan Kerehau (Callicarpa Longifolia Lamk.) dimanfaatkan oleh suku Dayak Tunjung sebagai obat masuk angin 
dan bengkak pada bagian akar sedangkan pada bagian daun digunakan sebagai bedak basah. 
Suatu tumbuhan dapat bersifat farmakologi disebabkan dengan adanya senyawa metabolit sekunder, dikatakan 
oleh Subramanian, et.al. 2008 bahwa Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) memiliki senyawa metabolit sekunder 
berupa Terpenoid dan Flavonoid. Menurut Fessenden & Fessenden 1986 menyatakan zat-zat terpenoid membantu tubuh 
dalam proses sintesa organik dan pemulihan sel-sel tubuh. Sedangkan flavonoid dapat digunakan sebagai obat karena 
mempunyai bermacam-macam bioaktivitas seperti anti inflamasi, antikanker, antifertilitas, antiviral, antidiabetes, dll. 
Penelitian ini menerapkan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dengan menggunakan larva udang 
Artemia salina Leach sebagai hewan uji. Metode ini merupakan salah satu metode yang banyak digunakan untuk 
pencarian senyawa antikanker baru yang berasal dari tanaman. Hasil uji toksisitas dengan metode ini telah terbukti 
memiliki korelasi dengan daya sitotoksis senyawa anti kanker. Selain itu, metode ini juga mudah dikerjakan, murah, 
cepat dan cukup akurat (Meyer, 1982). 
Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) adalah merupakan semak atau pohon yang banyak ditemukan di daerah 
beriklim tropis. Tumbuhan ini dapat ditemukan pada daerah dengan ketinggian 400 m dari permukaan laut. Namun 
seringkali terdapat di sepanjang sungai dan lereng bukit dengan tanah yang sedikit pasir (Anonim, 2012). Penelitian ini 
dilakukan untuk mencari manfaat dari Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) 
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METODOLOGI PENELITIAN 
Penelitian ini dilaksanakan selama 11 bulan dimulai dari bulan November 2012 hingga September 2013 di 
Laboratorium Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Mulawarman. 
Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah botol kaca gelap 2500 mL, corong, neraca analitik, batang 
pengaduk, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet tetes, corong pisah, statif, klem, kolom kromatografi , botol vial, plat 
kromatografi lapis tipis (KLT), chamber KLT, lampu UV, rotary evaporator. 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Sampel (daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.)), 
Metanol, Aquadest, nHeksana, etil asetat, H2SO4, kloroform  amoniak, KI, Bi(NO3)2.5H2O, HNO3, CH3COOH 
glasial, serbuk Mg, HCl (p), FeCl3, kertas saring whatman no.42, aluminium foil, kapas, silika gel 60 (70  230 mesh), 
silika gel GF254. 
Pengambilan Sampel Callicarpa longifolia Lamk. 
Teknik pengambilan sampel yaitu dengan mengambil bagian daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.). 
Sampel yang telah terkumpul kemudian dikeringanginkan dan dihaluskan. 
Uji Fitokimia 
Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui jenis metabolit sekunder yang terkandung pada ekstrak kasar metanol 
daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) serta fraksi n  heksana, etil asetat, kloroform dan metanol sisa. Masing  
masing dilarutkan sesuai dengan pelarutnya. 
Uji Alkaloid (Uji Dragendorff) 
Ekstrak kasar metanol daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) dan fraksi  fraksinya ditambahkan 2 tetes 
pereaksi Dragendroff (campuran Bi(NO3)2.5H2O dalam asam nitrat dan larutan KI). Adanya alkaloid ditunjukkan 
dengan terbentuknya endapan jingga sampai merah coklat dengan pereaksi Dragendroff (Robinson, 1995). 
Uji Terpenoid dan Steroid (Uji Lieberman Buchard) 
Ekstrak kasar metanol daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) dan fraksi  fraksinya ditambahkan 3 tetes 
pereaksi Lieberman  Burchard (asam asetat glasial + H2SO4 pekat). Uji positif triterpenoid memberikan warna merah 
atau ungu dan uji positif steroid memberikan warna hijau atau biru (Harborne, 1987). 
Uji Fenolik 
Ekstrak kasar metanol daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) dan fraksi  fraksinya ditambahkan larutan 
besi(III) klorida (FeCl3) 10% beberapa tetes, ekstrak positif mengandung fenolik apabila menghasilkan warna hijau, 
merah, ungu, biru atau hitam (Harborne, 1987). 
Uji Flavonoid 
Ekstrak kasar metanol daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.)  dan fraksi  fraksinya ditambahkan 2 mg 
serbuk Mg dan 3 tetes HCl pekat. Uji positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah, kuning atau jingga 
(Harborne, 1987). 
Uji Saponin 
Ekstrak kasar metanol daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) dan fraksi  fraksinya, dikocok kuat, jika 
timbul busa ditambahkan 1 tetes HCl pekat. Ekstrak positif mengandung saponin jika timbul busa dengan ketinggian 1-
3 cm yang bertahan selama 15 menit (Harborne, 1987). 
Ekstraksi dan Fraksinasi 
Serbuk kering daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) dimaserasi dengan menggunakan pelarut metanol 
dan disimpan di tempat terlindung dari cahaya matahari sambil sesekali dikocok. Maserasi dilakukan berkali  kali 
hingga diperoleh filtrat jernih. Hasil maserasi disaring dan dipekatkan dengan rotary evaporator. Ekstrak yang 
diperoleh disebut sebagai ekstrak kasar metanol. 
Selanjutnya dilakukan proses fraksinasi terhadap ekstrak kasar metanol tersebut berdasarkan pada perbedaan 
kepolaran pelarut  pelarut organik. Fraksinasi untuk masing  masing fraksi dilakukan berulang kali hingga warna 
pelarut pada fraksi yang diinginkan bening. Fraksinasi dilakukan dengan corong pisah, dilakukan menggunakan pelarut 
n  Heksana terlebih dahulu, Kloroform, kemudian Etil Asetat (Lopes et al, 2004). Hasil fraksinasi dari fraksi  fraksi 
yang diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator, kemudian dilakukan uji fitokimia pada masing  masing fraksi 
untuk mengetahui jenis senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada masing  masing fraksi. Dalam penelitian ini 
terhadap fraksi kloroform dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa metabolit sekunder daun Kerehau (Callicarpa 
longifolia Lamk.). 
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Uji Mortalitas Larva Udang (Brine Shrimp Lethality Test)
Disiapkan dua plat mikro standar masing-masing untuk plat uji dan plat kontrol. Kedalam baris I dan II masing-
masing tiga kolom dimasukkan 100 µL sampel pada plat uji dan 100 µL larutan kontrol pada plat kontrol.
Larutan baris II diencerkan dengan 100 µL air laut dan diaduk. Kemudian dipipet kembali 100 µL dimasukkan 
kedalam baris III, larutan baris III diencerkan kembali dengan 100 µL air laut sambil diaduk dan dimasukkan kedalam 
baris IV dan dilakukan dengan cara yang sama sampai baris terakhir. Sehingga konsentrasi larutan untuk masing-
masing baris sebagai berikut, baris I = 500 ppm, baris II = 250 ppm, baris III = 125 ppm, baris IV = 62.5 ppm, baris V = 
31. 25 ppm, baris VI = 15.625 ppm, baris VII = 7.8 ppm, dan baris VIII = 3.9 ppm. 
Selanjutnya ke dalam larutan sampel pada plat uji dan larutan kontrol pada plat kontrol ditambahkan 100 µL air 
laut yang mengandung 10 larva udang, kemudian dibiarkan selama 24 jam. Setelah itu dihitung jumlah rata-rata larva 
udang yang mati dan yang hidup untuk setiap baris pada plat uji. 
Dihitung nilai LC50 senyawa ditentukan dengan menggunakan program Analisis Probit. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) 
Serbuk daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) sebanyak 857,7 gram dimaserasi dengan menggunakan 
methanol dan diperoleh ekstrak metanol. Setelah dilakukan maserasi, tahap selanjutnya adalah dilakukan fraksinasi 
menggunakan berbagai pelarut dengan tingkat kepolaran pelarut yang berbeda-beda. 
Ekstrak metanol yang sudah didapatkan dari hasil maserasi tersebut kemudian difraksinasi dengan menggunakan 
pelarut yang non polar terlebih dahulu yaitu pelarut n-heksan dengan menggunakan perbandingan 1:1 antara metanol 
dengan n-heksan, pada proses fraksinasi ini ekstrak metanol difraksinasi dengan n-heksan sebanyak 5 kali pengulangan 
dan ekstrak n-heksan mengalami perubahan yaitu terlihat agak bening. Dari hasil ini diperoleh fraksi n-heksan yang 
berwarna hijau pekat dan fraksi metanol sisa. Fraksi metanol sisa kemudian difraksinasi kembali dengan menggunakan 
pelarut kloroform dengan perbandingan 1:2 antara metanol dengan kloroform, masing-masing fraksi dilakukan 2 kali 
pengulangan sehingga warna ekstrak kloroform menjadi bening. Pada saat dilakukan fraksinasi, tidak terjadi pemisahan 
antara metanol dengan kloroform sehingga ditambahkan air pada metanol dengan perbandingan 7:3 antara metanol 
dengan air. Dari hasil ini diperoleh fraksi kloroform yang berwarna hijau dan fraksi metanol-air. Fraksi metanol-air ini 
kemudian difraksinasi kembali dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan perbandingan 1:1 antara metanol dengan 
etil asetat. Dari hasil ini diperoleh fraksi etil asetat yang berwarna orange muda (kuning) bening. Fraksi metanol-air ini 
tidak difraksinasi kembali dengan pelarut lain sehingga fraksi ini kita sebut sebagai fraksi residu. Dari proses fraksinasi 
tersebut diperoleh 4 fraksi, yaitu fraksi fraksi n-heksan, fraksi kloroform, fraksi etil asetat dan fraksi metanol. Fraksi-
fraksi yang diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator. Hasil ekstraksi ditunjukkan pada Tabel dibawah ini : 
Tabel 1. Ekstrak Hasil Ekstraksi daun Callicarpa longifolia Lamk.. 
Ekstrak Massa (g) 
Berat Serbuk Daun Kering 857. 7 
Ekstrak kasar metanol 101.53 
Fraksi n-heksana 7,48 
Fraksi kloroform 10.07 
Fraksi etil asetat 3,18 
Sampel yang sudah didapatkan kemudian dibersihkan untuk menghilang kotoran yang terdapat pada sampel. 
Setelah bersih sampel dipotong kecil-kecil agar lebih mempermudah proses pengeringan, pengeringan dilakukan 
dengan cara mengeringkan tanpa menggunakan sinar matahari langsung atau diangin-anginkan. Pengeringan dilakukan 
untuk mengurangi kadar air, menghentikan reaksi enzimatis dan mencegah tumbuhnya jamur (Harborne, 1987). 
Kemudian sampel yang telah kering dihaluskan menjadi partikel yang lebih kecil untuk mempercepat kontak antara 
sampel dengan pelarut pada proses maserasi. 
Serbuk sampel daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) diekstraksi dengan cara maserasi pada suhu ruang 
selama 2 x 24 jam sambil sesekali dikocok, sampel direndam dengan pelarut organik untuk menarik komponen-
komponen yang terkandung pada sampel. Metode ini dipilih karena prosesnya yang mudah dan sederhana. Perendaman 
mengakibatkan pelarut akan masuk ke dalam sel melewati dinding sel, isi sel akan keluar karena adanya perbedaan 
konsentrasi antara larutan di dalam sel dengan di luar sel. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan 
diganti oleh pelarut yang konsentrasinya rendah (proses difusi), peristiwa tersebut berulang sampai terjadi 
keseimbangan konsentrasi antara larutan  di luar sel dan di dalam sel (Yulianti, 2010). Sampel dimaserasi dengan 
menggunakan pelarut metanol, metanol digunakan karena molekulnya yang kecil sehingga dapat mempermudah 
menembus dinding sel untuk menarik senyawa aktif keluar. Filtrat dari hasil maserasi diuapkan pelarutnya dengan 
menggunakan rotary evaporator pada suhu 35oC-40oC sehingga diperoleh ekstrak kasar metanol  berwarna hijau tua 
sebanyak 103,53 gram. Rotary evaporator digunakan untuk mempermudah proses penguapan pelarut dengan 
memperkecil tekanan dengan menggunakan vakum, sehingga temperatur dibawah titik didih pelarut dapat menguap 
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(Yulianti, 2010). Pemekatan dilakukan pada suhu 35oC-40oC adalah untuk menghindari terjadinya kerusakan senyawa 
metabolit sekunder karena beberapa senyawa metabolit sekunder mudah rusak pada suhu tinggi (Robinson, 1995).  
Ekstrak kasar metanol pekat dilarutkan kembali dengan sedikit metanol kemudian difraksinasi dengan tujuan 
menyederhanakan senyawa metabolit sekunder yang terekstraksi. Fraksinasi dilakukan berdasarkan sifat kepolaran 
pelarut. Metode yang digunakan dalam proses fraksinasi disini adalah ekstraksi cair-cair dengan corong pisah 
menggunakan dua pelarut yang tidak saling bercampur. Semua bahan yang diinginkan akan larut dalam satu pelarut dan 
semua bahan yang tidak diinginkan akan larut dalam pelarut yang lain (Day dan Underwood, 2002). Ekstrak kasar 
metanol difraksinasi dengan n-hexan terlebih dahulu dengan tujuan agar seluruh senyawa metabolit sekunder yang 
bersifat non polar akan dapat tertarik oleh pelarut n-hexan, fraksinasi pada n-hexan ini dilakukan berulang-ulang hingga 
larutan hasil fraksinasi menjadi bening. Fraksinasi ini menggunakan corong pisah sehingga didapatkan fraksi n-hexan 
dan metanol. Kemudian dilanjutkan fraksi metanol dengan kloroform, setelah difraksinasi dengan kloroform dilanjutkan 
dengan fraksinasi metanol dengan etil asetat. Setelah didapatkan semua hasil dari fraksinasi kemudian di pekatkan 
dengan menggunakan rotary evaporator kemudian dikeringkan dalam desikator. 
Uji Fitokimia 
Berdasarkan hasil uji fitokimia terhadap ekstrak kasar metanol, fraksi kloroform dan serbuk isolat fraksi 
kloroform daun Kerehau ( Callicarpa longifolia Lamk.) dapat dilihat pada tabel dibawah ini : 
Tabel 2. Hasil uji fitokimia dari ekstrak kasar metanol, fraksi kloroform, dan serbuk isolat fraksi kloroform daun 
Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) 
Jenis Senyawa 
Jenis Ekstrak 
Ekstrak Kasar Metanol Fraksi Kloroform Serbuk Isolat 
Kloroform 
Alkaloid - - - 
Saponin - - - 
Steroid + + + 
Terpenoid - - - 
Flavonoid + + - 
Fenolik + - - 
Keterangan : (+) = Mengandung senyawa metabolit sekunder 
           (-) = Tidak mengandung senyawa metabolit sekunder 
Pemisahan dan Pemurnian 
Setelah proses fraksinasi dan didapat 4 fraksi yaitu fraksi n-heksan, fraksi kloroform, fraksi etil asetat dan fraksi 
metanol-air, tahap selanjutnya adalah pemisahan dan pemurnian yang bertujuan untuk mendapatkan senyawa murni dari 
fraksi yang ada. Pada penelitian ini difokuskan pada pemisahan dan pemurnian fraksi kloroform saja. 
Proses pemisahan dan pemurnian dilakukan dengan metode kromatografi kolom. Sebelum pemisahan dan 
pemurnian dilakukan, terlebih dahulu dianalisis dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT), analisis ini 
bertujuan untuk menentukan pelarut yang akan digunakan pada saat pemisahan dengan kromatografi kolom. Pola 
kromatogram pada KLT menunjukkan pola pemisahan yang terjadi pada kromatografi kolom. 
Pemisahan pertama dilakukan dengan menggunakan KVC, pelarut yang digunakan merupakan pelarut organik 
yang ditingkatkan kepolarannya secara gradien, pada pemisahan ini digunakan pelarut n-heksan dan etil asetat. Fraksi 
heksan dengan eluen heksan dan etil asetat dengan perbandingan yang dilakukan pada KVC yaitu 100% n-heksan 
sebanyak 2 kali; 9:1 sebanyak1 kali; 8:2 sebanyak 3 kali; 7:3 sebanyak 5 kali; 6:4 sebanyak 6 kali; 5:5 sebanyak 7 kali; 
4:6 sebanyak 3 kali; 3:7 sebanyak 2 kali; 2:8 sebanyak 2 kali; 1:9 sebanyak 2 kali dan etil asetat 100% sebanyak 4 kali. 
KVC fraksi kloroform dengan massa 10.07 gram menghasilkan 37 fraksi. 
Dari hasil KVC maka dilakukan uji KLT untuk penentuan gabungan fraksi, berdasarkan dari hasil uji KLT maka 
fraksi yang memiliki pola kromatogram yang sama digabungkan sehingga didapatkan 9 fraksi gabungan. Penggabungan 
dari masing-masing fraksi tersebut adalah fraksi A (1-7), fraksi B (8-11), fraksi C (12-19), fraksi D (20-22), fraksi E 
(23), fraksi F (24-25), fraksi G (26-28), fraksi H (29-31), fraksi I (32-37). Kemudian dari 9 fraksi diatas di KLT kembali 
dengan menggunakan menggunakan eluen heksan : etil asetat dengan perbandingan 6:4. Dari hasil KLT dapat dilihat 
pola kromatogram sebagai berikut :  
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Berdasarkan pola kromatogram diatas maka untuk fraksi D, E, dan F dapat digabungkan menjadi satu fraksi 
menjadi fraksi D serta dilakukan penggabungan untuk fraksi G, H, dan I menjadi fraksi E. Kelima fraksi ini kemudian 
dianalisa kembali dengan menggunakan KLT untuk dijadikan pertimbangan fraksi manakah yang akan dipisahkan lebih 
lanjut, massa dari tiap fraksi yang didapat adalah Fraksi A sebesar 0.21 gram, fraksi B sebesar 0.48 gram, fraksi C 
sebesar 1.2 gram, fraksi D sebesar 0.71 gram, fraksi E sebesar 1.65 gram. Massa dan pola kromtogram dijadikan 
pertimbangan untuk rekolom selanjutnya dari hasil analisa KLT tersebut maka digabungkan antara fraksi A dan Fraksi 
B menjadi satu fraksi yaitu Fraksi A sehingga didapat massa sebesar 0.69 gram dan kemudian terhadap fraksi A ini 
dilakukan pemurnian lebih lanjut dengan menggunakan Kolom flash. Sebelum dilakukan proses kolom kedua ini, 
dilakukan analisa KLT terlebih dahulu untuk menentukan penggunaan pelarut dan eluen yang tepat untuk digunakan 
pada kolom selanjutnya. Berdasarkan pada analisa KLT yang telah dilakukan maka didapatkan hasil eluen untuk kolom 
flash ini yaitu n-heksan : kloroform dan kloroform : etil asetat dengan berbagai komposisi perbandingan yaitu dimulai 
dari n-heksan : kloroform dengan perbandingan 4 : 6 diteruskan sampai dengan pada 100% pelarut kloroform kemudian 
dilanjutkan dengan perbandingan eluen kloroform : etil asetat dari 100% kloroform sampai pada 100% etil asetat. 
Proses pengerjaan pada kolom ini dilakukan dengan menggunakan masing-masing 100 mL perbandingan pelarut, 
perbandingan pelarut akan dilanjutkan dengan perbandingan berikutnya jika tidak terjadi perubahan pola pita pada 
sampel dalam kolom tersebut. Hasil kolom ditampung masing-masing ±10 mL dalam setiap botol vial. 
Fraksi A sebanyak 0.69 gram dipisahkan dengan metode Kolom Flash seperti diatas menghasilkan 171 botol 
vial, lalu setiap hasil kolom tersebut dianalisis kembali dengan uji KLT menggunakan eluen n-heksan : kloroform (2 : 
8). Fraksi yang memiliki pola kromatogram yang sama digabungkan sehingga didapat 8 fraksi gabungan. 
Penggabungan dari masing-masing fraksi tersebut adalah fraksi A.a (1-20), fraksi A.b (21-40), fraksi A.c (41-62), fraksi 
A.d (63-69), fraksi A.e (70-76), fraksi A.f (77-110), fraksi A.g (111-148), fraksi A.h (149-171). Kemudian dari 8 fraksi 
diatas di KLT kembali dengan menggunakan menggunakan eluen Heksan : Kloroform dengan perbandingan 2:8. Dari 
hasil KLT dapat dilihat pola kromatogram sebagai berikut : 
Gambar 2 Pola kromatogram fraksi A.a  A.h dengan perbandingan eluen n-heksan: kloroform (2:8) 
Gambar 1 Pola kromatogram fraksi A-I dengan pebandingan eluen n-heksan: etil asetat (6:4)  
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Dari hasil penggabungan fraksi, pada fraksi A.f terbentuk serbuk. Rekristalisasi fraksi A.f dilakukan dengan 
melarutkan fraksi yang membentuk serbuk dengan kloroform lalu diteteskan sedikit kloroform panas agar larut 
sempurna kemudian diteteskan sedikit demi sedikit n-heksan hingga berwarana keruh, setelah diteteskan dengan n-
heksan sampel yang telah direkristalisasi didinginkan dalam kulkas selama satu hari. Setelah didinginkan dalam kulkas 
dilihat endapan yang terbentuk kemudian dipisahkan dengan menggunakan kertas saring. Kemudian dilakukan kembali 
uji KLT untuk menetukan kemurnian serbuk yang didapat, dilakukan rekristalisasi berulang hingga serbuk yang didapat 
menunjukkan noda tunggal pada plat KLT. Hasil rekristalisasi fraksi A.f kemudian di uji toksisitas agar dapat diketahui 
aktivitas dari isolatnya. 
Uji Toksisitas (BSLT) 
Uji toksisitas ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas yang terdapat pada isolat daun Kerehau (Callicarpa 
longifolia Lamk.) dengan menggunakan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) yaitu dengan menggunakan telur 
udang Artemia salina Leach. Telur udang ini ditetaskan dalam air asin dengan bantuan lampu TL. Kemudian larva 
udang yang telah menetas dan berusia ± 48 jam, dimasukkan kedalam sampel dengan menggunakan pelarut air laut 
(Kadarisman, 2000). Jumlah larva udang yang telah mati dan masih hidup dihitung untuk penentuan tingkat 
toksisitasnya (LC50). 
Hasil uji mortalitas larva udang dari ekstrak kasar metanol, fraksi kloroform, dan serbuk isolat fraksi kloroform 
daun Kerehau (Callicarpa longifolia Lamk.) selama 24 jam untuk mendapatkan nilai LC50 dapat dilihat dari beberapa 
tabel dibawah ini : 
Tabel 3. Hasil uji Toksisitas Larva Udang Ekstrak Kasar Metanol 
Keterangan : H = Larva yang Hidup 
          M = Larva Yang Mati 
Tabel 4. Hasil Uji toksisitas Larva udang Fraksi Kloroform 
Keterangan : H = Larva yang Hidup 
       M = Larva Yang Mati
Tabel  5. Hasil Uji toksisitas Larva Udang Serbuk Isolat Fraksi Kloroform 
Keterangan : H = Larva yang Hidup 
 M = Larva Yang Mati 
    Konsentrasi 
Pengulangan
500 
ppm 
250 
ppm 
125 
ppm 
62.5 
ppm 
31.25 
ppm 
15.625 
ppm 
7.8 ppm 3.9 ppm 
H M H M H M H M H M H M H M H M 
(1) 4 6 7 3 7 3 7 3 9 1 9 1 9 1 10 0 
(2) 3 7 6 4 8 2 9 1 10 0 10 0 10 0 8 2 
(3) 5 5 7 3 8 2 8 2 8 2 8 2 10 0 9 1 
    Konsentrasi 
Pengulangan
500 
ppm 
250 
ppm 
125 
ppm 
62.5 
ppm 
31.25 
ppm 
15.625 
ppm 
7.8 ppm 3.9 ppm 
H M H M H M H M H M H M H M H M 
(1) 6 4 1 9 5 5 6 4 6 4 6 4 9 1 10 0 
(2) 2 8 3 7 6 4 5 5 5 5 6 4 8 2 10 0 
(3) 4 6 3 7 6 4 6 4 7 3 7 3 9 1 9 1 
    Konsentrasi 
Pengulangan
500 
ppm 
250 
ppm 
125 
ppm 
62.5 
ppm 
31.25 
ppm 
15.625 
ppm 
7.8 ppm 3.9 ppm 
H M H M H M H M H M H M H M H M 
(1) 2 8 4 6 2 8 5 5 7 3 8 2 8 2 10 0 
(2) 3 7 6 4 6 4 4 6 6 4 9 1 10 0 10 0 
(3) 3 7 5 5 2 8 2 8 7 3 9 1 9 9 9 1 
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Pada penelitian ini ekstrak kasar, ekstrak fraksi kloroform, dan serbuk fraksi kloroform dilakukan uji toksisitas 
dengan menggunakan metode BSLT yaitu dengan melihat kematian dari larva udang setelah diberi perlakuan 
penambahan ekstrak dengan variasi konsentrasi dalam media hidupnya selama 24 jam. 
Meyer, et al., (1982) menyatakan bahwa senyawa uji dikatakan toksik jika harga LC50 lebih kecil dari 1000 
µg/mL. Penentuan potensi bioaktif dilakukan dengan membandingkan nilai LC50 masing-masing ekstrak dengan 
ketentuan sebagai berikut (McLaughin, 1991): 
− LC50 < 30 ppm ekstrak berpotensi sebagai antikanker (sitotoksik) 
− LC50 30-200 ppm ekstrak berpotensi sebagai antimikroba 
− LC50 200-1000 ppm ekstrak berpotensi sebagai pestisida 
Berdasarkan hasil uji toksisitas dengan menggunakan program Analisys Probit  didapatkan nilai LC50 masing-
masing ekstrak pada tabel : 
Tabel 6.  Hasil uji toksisitas ekstrak daun Kerehau ( Callicarpa longifolia Lamk.) 
Ekstrak LC50 Potensi 
Metanol 485.1681 Pestisida 
Fraksi Kloroform 104.1878 Anti mikroba 
Serbuk Kloroform 96.4096 Anti mikroba 
Dari nilai LC50 dapat dilihat bahwa ekstrak klorofom dan serbuk isolat yang diperoleh dari fraksi kloroform 
bersifat antimikroba yang artinya dapat dimanfaatkan lebih lanjut dalam farmakologi. 
KESIMPULAN 
Berdasarkan dari hasil uji yang telah dilakukan didapatkan hasil bahwa ekstrak daun Kerehau (Callicarpa 
longifolia Lamk.) memiliki tingkat toksisitas terhadap larva udang A.salina Leach yang ditunjukkan dengan nilai 
LC50<1000 ppm. Nilai keaktifan tertinggi diperoleh dari isolat fraksi kloroform dengan nilai LC50 96.4096 ppm. Serta 
104.1878 ppm untuk nilai LC50 ekstrak fraksi kloroform dan 485.1681 ppm untuk nilai LC50 ekstrak metanol. 
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